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図2HPA法による膵癌および慢性膵炎患者膵液に
　　　おけるK－rasコドン12点突然変異（腫瘍径別
　　　の検討）
整形を呈しており，点ないし斑状の高エコースポット
を有する比較的均一な低エコー域として描出された
（図1c）。また，主膵管にまたがるものは類円形を呈
していたが，小膵癌程境界は明瞭ではなく，エコーレ
ベルもさほど低下していなかった。また，尾側膵管や
分枝の拡張を伴うものは1例も経験されなかった。前
項でも述べたごとく，尾側膵管の拡張の有無が膵癌と
の鑑別上かなり重用である。しかし，腫瘍径1cm以下
では，腫瘤像および主膵管との位置関係などを総合的
に評価しても膵癌との鑑別に苦慮する場合が多かっ
た。
H．膵液中K－rαsコドン12点突然変異の検出
　膵液採取は通常EUSやERCPとは別の日に行な
い，十二指腸内視鏡下に主乳頭にカテーテルを挿入し，
セクレパンを負荷して5分ごと4分画に分けて採取し
ている。第1か第II分画の沈渣よりDNAを抽出し，各
種遺伝子分析に用いている。
　1．膵癌における検出
　1）定性的測定法
　当初K－rasコドン12，13，61領域のそれぞれに対応
する6種のallele　specific　oligonucleotide（ASO）プ
ローブを用いてドットプロットハイブリダイゼーショ
ンを行なった。膵癌20例中11例（55％）にK－rasコ
ドン12の点突然変異が認められたが，粘液産生膵腫瘍
で組織学的には腺腫であった2例ならびに慢性膵炎
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図3EUSと膵液遺伝子診断を組み合わせた膵癌診断体系
18例には検出されなかった8）。コドン13，61について
は，膵癌，慢性膵炎ともに検出されなかった。このよ
うに膵癌のK－ras変異はコドン12がホットスポット
であることが確認され，膵癌に特異的であるように思
われた。しかし，ASOプローブ法の検出感度は，変異
DNAが少なくとも5％以上に存在しなければならな
いとされ，より高感度の検出法の開発を試みた。
　そこで，Leviらにより考案されたK－rasコドン12
の点突然変異検出用に設定されたプライマーを用いて
PCR－RFLP法を行なった。　K－rαsコドン12の正常型
DNAはBstNIにより106　bpと29　bpの大きさに切
断されるが，膵液中より抽出したDNA中に増幅され
た変異型DNAが存在すれば，　BstNIに切断されず
135bpのバンドが残存することにより識別される。本
法により膵液中のK－rasコドン12の点突然変異を検
索すると，膵癌29例中37例（78％）に，粘液産生膵
腫瘍4例中2例に陽性であった9｝。
　膵液中K－rasコドン12の変異と膵癌の占拠部位と
の関係をみると，頭部癌74％（17／23），体部癌86％（6／
7），尾部癌86％（6／7）であり，占拠部位による差はみ
られていない。腫瘍径との関係では，TS167％（4／6），
TS2　820／．　（9／11），　TS3　730／．　（8／11），　TS4　890／．　（8／9）
であり，未だ小膵癌における成績が十分集積されてい
ないが，腫瘍径との関連性はみられていない。10例に
おいて膵液の細胞診との比較が可能であった。細胞診
では20％（2／10）が陽性と判定されたのみであったが，
K－ras変異は80％（8／10）に検出され，細胞診より優
れた成績が得られている。しかし，筆者らの用いてい
るPCR－RFLP法は，変異DNAが0．2～0．5％の比率
でも検出されるといわれているが，慢性膵炎でも9％
（5／53）に陽性である。さらに，enriched　PCR－SSCP
法，two－step　enriched－nested　PCR法，　MASA法な
ど検出能の高い方法によると慢性膵炎における偽陽性
率はかなり高く，特にMASA法では変異DNAが
0．01～0．001％に含有していても検出できるといわれ
ており，慢性膵炎での偽陽性率は40～50％にも達す
る。膵管内乳頭腺腫でもK－ras変異が高率にみられる
のに加え，慢性膵炎の一部にみられる粘液過形成上皮
にK－ras変異が高率にみられることから，　Yanagis－
awaらは，　mucous　cell　hyperplasia－adenoma－car－
cinoma　sequenceの概念を提唱している13）。これらの
ことより，慢性膵炎の膵液中にみられるK－ras変異は
このような過形成上皮が混入したことによると考えら
れ，K－ras変異の癌特異性が大きな問題になってい
る◎
　2）定量的測定法
　筆者らは，K－rasコドン12に対応したプローブに
アクリジンエステルを標識し，膵液より抽出した
DNAのPCR産物と反応させ，生じる化学発光値より
K－ras変異の有無を定量的に測定できるハイブリダ
イゼーションプロテクションアッセイ（HPA）法を新
たに開発した10）。前述したように感度の高い定性的な
方法では慢性膵炎でもK－ras変異はかなり検出され
るが，本法のような定量的方法では，適切なカットオ
フ値を設定することにより癌特異性の高い診断法とし
て用いることが可能である。また，本法により変異し
た塩基配列の種類も判別可能である。図2は，腫瘍の
大きさ別に膵癌患者のK－rasコドン12変異の有無を
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みたものであるが，膵癌ではTS1でも57％が陽性を
示したのに対し，慢性膵炎患者では，体尾部にまたが
る腫瘤形成性膵炎の1例がカットオフ値を少し越えた
のみであった。
　2．炎症性膵腫瘤における膵液中K－rαsコドン12
　　　点突然変異の検出
　17例の炎症性膵腫瘤患者で，PCR－RFLP法を用い
てK－ras変異を検索した。15例は陰性と判定された
が，瀬野型の1例と腫瘤形成性膵炎の1例では変異陽
性と判定された。後者については手術がなされたが癌
の合併はなかった。前者は，膵癌の超高危険群として
1年間EUSの厳重なフォローを行なっているが，腫瘤
の増大はみられていない。
おわりに
　小膵癌の発見のためには，上腹部痛を訴える患者に
対して膵の血液検査のほか丁寧なUSスクリーニング
を行ない，膵管の拡張などのわずかな異常をも見逃さ
ないことが重要である。また，EUSを積極的に施行し，
小腫瘍性病変や実質内の嚢胞状変化の発見に努め，こ
れら所見がみられた場合には，さらに，純膵液の細胞
診や遺伝子診断を追加する。これら内視鏡下の一連の
検査により，膵癌の早期診断能はいっそう高まるもの
と期待される。
参考文献111．EUSと膵液の遺伝子診断を組み合わせた
　　一連の内視鏡下の検査の膵癌早期診断に
　　おける意義
　図3に，EUSと膵液の遺伝子診断を用いた膵癌診断
手順の実際を示す。腹痛などの自覚症状，検診での
チェック，糖尿病の悪化などがあった場合，膵癌の可
能性を考慮し，膵胆道系酵素や腫瘍マーカーの血液検
査と，USまたはCTによる一次スクリーニングを施
行する。この時点で膵癌と診断されれば，手術適応を
決めるため血管造影やEUSを行なう。この際EUS
は，主として門脈浸潤やリンパ節転移などの進展度診
断に用いる。一方，膵に明らかな腫瘤像はないが膵管
拡張や小嚢胞などの異常所見が認められた場合には，
二次検査として最初にEUSを行なう。EUSは操作に
熟練を要するものの，腫瘍性病変の検出能には優れて
おり，外来検査として安全に行ないうる利点がある。
これに対し，膵管系を描出するERCPは，膵疾患の診
断法として確立された検査法ではあるが，より侵襲的
で，その所見は腫瘍性病変の診断に対しては非特異的
である。
　そして，腫瘍が小さく画像的に質的診断が困難な場
合には，内視鏡下に採取した純膵液を用いて，K－ras
などの遺伝子診断を行なう。最近私共は，膵液中のp53
のエクソン5～8における変異の有無を分析したとこ
ろ，膵癌の42％（11／26）に変異のみられることを確認
している’4）。良性膵疾患では，p53変異はまったくみら
れておらず，また，K－ras変異陰性例にもp53変異陽
性例を認めていることから，膵液中のK－rasにp53を
加えて検討することにより，膵癌の遺伝子診断能はよ
りいっそう高まるものと予想している。
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